












































































































































































































































see Supplementary Section D) suggests that E   D F/k k . For these two reactions 
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coupled  to  a  spectrograph  (SR303i;  Andor) which  dispersed  the wavelength  components  onto  a 

















2c  FMN/lysozyme   10, 50 ms  20 ms  270 mW  300  
    0.5 s  20 ms  270 mW  100 
    2.0 s  20 ms  270 mW  75 
    5.0 s  20 ms  270 mW  35 
4a  FMN/ascorbic acid  50 ms  20 ms  350 mW  900 
6a  AtCry1  0.5, 1.0 s  0.5 s  1 mW  300 












The power  entering  the back of  the objective was  varied between 0.10  and  3.7 mW  resulting  in 
power densities in the object plane between 0.020 and 0.74 μW μm−2 (based on the 1/e2 contours of 
the  excitation  intensity).  The  fluorescence  emission  was  collected  through  the  same  objective, 
3 
 
transmitted  through  a  dichroic  mirror  (Brightline  FF497‐Di03;  Semrock)  and  a  bandpass  filter 




less  than  70  μs.  Both  the  data  acquisition  and  the magnetic  field  stepping were  controlled  by  a 
digital  delay  pulse  generator  (model  9520;  Quantum  Composers).  The  excitation  light  was  only 
admitted to the sample during the fluorescence measurement period using an optical shutter (SH05; 
Thorlabs)  synchronized with  the  camera  shutter. A description of  the  calibration of  the magnetic 
field can be found in Ref.3. 




(frame  rate:  ~143 Hz).  Typically  16,000  frames were  recorded with  the magnetic  field  alternated 
between  zero  and  a  preset  value  every  80,  160,  or  240  frames  depending  on  the  sample  (see 
Supplementary Table A2  for details of  individual measurements). The  'field on/off  interval'  is  the 




polydimethylsiloxane  spacer  (Sylgard  184;  Dow  Corning).  The  sample was  injected  into  the  pre‐
cooled cell placed on a Peltier stage (PT100‐NIF; Linkam) at 268 K. 10,000 frames were recorded with 
an exposure time of 40 ms  and frame interval of 42 ms with the field switched every 100 frames (i.e. 










2a,b  FMN/lysozyme   7 ms  5 ms  16,000  1.68 s  0.24 mW  16 
2d,e  FMN/tryptophan  7 ms  5 ms  16,000  0.56 s  3.7 mW  25 
2f  FMN/ tryptophan (+TCEP or at pH = 2.6)  7 ms  5 ms  16,000  1.12 s  3.7 mW  6,7 
4b,c  FMN/ascorbic acid  7 ms  5 ms  16,000  1.12 s  3.7 mW  35,63 











the  system  adjusting  to  a  new  quasi‐equilibrium  during  the  initial  phase  of  photoexcitation  and 
because  there  was  some  difficulty  fitting  the  average  intensity  due  to  the  steep  decay  of  the 
fluorescence  at  the  beginning  of  the measurement.  The  time‐resolved MFEs  for  the  remaining 
on/off‐cycles were  averaged with  the  smallest  and  largest  5%  of  the  values  at  every  time  point 
removed  in  order  to  guard  against  outliers  and  spikes.  There  were  no  statistically  significant 
differences  (at  the  95%  level)  between  the  remaining  time  points  and  their means.  In  order  to 













S1  S0,  *  transition  of  the  isoalloxazine  group  of  the  flavin.  A  small  decrease  in  fluorescence 
intensity  was  seen  on  application  of  an  external  magnetic  field  (12  mT).  The  inverted,  scaled 
fluorescence difference signal  for T = 0.01 s, ΔIF (B0) =  IF (B0)  −  IF (0),  is shown as  the black  trace  in 
Supplementary  Fig.  B1a;  its  sign  is  consistent  with  an  initial  triplet  radical  pair.  The  difference 






In Fig. 2c of  the main  text, an MFE amplification  (averaged over 500‐600 nm) was observed with 











delay / s  0.01  0.05  0.5  2.0  5.0 









flavin  ground  state  as  steady  state  concentrations  for  the  excited  states  are  reached.  The 
photochemistry of flavins is not as perfectly cyclic as implied by the reaction scheme in Fig. 1 (main 
text).  Photoexcitation  also  leads  to  degradation  products  such  as  lumichrome.5  Although 
lumichrome  is  also  capable  of  forming  photo‐induced  triplet‐born  radical  pairs,  no magnetically 





the  decay  by means  of multi‐exponential  fits. No  statistically  significant  difference was  observed 
when  comparing  individual  cycles  to  their means.  Furthermore,  the  averaged MFE  responses  to 
field‐on and field‐off steps were identical (see Supplementary Fig. B2). 
 
To  obtain  the  enhancement  factor,  E,  the  initial  (primary,  χp)  and  final  (delayed,  χd) MFEs were 









was  found  to  boost  the  enhancement  (Supplementary  Fig.  B3)  from  2.32  to  3.50,  as  well  as 
increasing the time constant from τ = 0.47 s to τ = 2.2 s. While the ratio of the two termination rate 
constants  (kD/kF) determines  E,  it  is  their  values which  set  the  timescale.  It  seems  likely  that  the 




The  rate  of  disappearance  of  flavin  radicals  by  disproportionation  and  reaction  with molecular 
oxygen  increases  supra‐linearly  with  their  concentration  as  a  result  of  the  quadratic  and 
autocatalytic nature, respectively, of the two processes. As expected and shown  in Supplementary 























intermolecular  radical pair  reactions under conditions of continuous  illumination and square‐wave 
modulated magnetic fields. Using an approach analogous to that of Murakami et al.6, we have solved 




The  magnetic  sensitivity  of  the  photocycle  originates  in  field‐dependent  singlet‐triplet 
interconversion of the singlet (S) and triplet (T0, T+, T−) spin states of the geminate radical pair (curly 
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Note that the first terms on the right hand side of the 4th and 6th equations (rate constant kRE) do 
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In  determining  E,  the  final  MFE  response  (χd)  was  obtained  from  the  steady  state  solution  to 







































Fig.  3b  (main  text)  shows  the  dependence  of  E  on  kD  and  kF  for  a  typical  intermolecular  flavin‐
containing  radical  pair.  Those  calculations  used  the  values  of  the  rate  constants  given  in 
Supplementary  Table  C1;  the  resultant  density  plot  is  also  given  below  (Supplementary  Fig.  C3a) 
together with plots of the constituent delayed (χd) and prompt (χp) MFEs (Supplementary Figs. C3b 
and C3c, respectively). 
Supplementary  Figure  C3.  Intermolecular  radical  pair.  Density  plots  of:  a,  the  amplification 
factor, E; b, the delayed MFE, χd; c the prompt MFE,  χp,  as a function of the radical termination 














E; b, the delayed MFE, χd; c, the prompt MFE,   χp,   as a  function of the radical termination rate 







Analogous  calculations  of  EMFEs  were  conducted  for  an  intramolecular  photocycle  based  on 





























Supplementary  Fig.  C6  shows  the  relative  changes  in  the  total  concentration  of  the  form  of  the 
protein  containing  the  flavin  radical  [i.e. RP2 plus  (F D)] while  Supplementary Fig. C7  shows  the 
corresponding absolute changes. Supplementary Fig. C8  is a  repeat of Supplementary Fig. C7 with 
kEX,  the  rate  constant  for  photoexcitation,  reduced  by  a  factor  of  10  to  1 ×  102  s−1.  Note  that 







































The  kinetic model  described  above,  while  comprehensive,  does  not  readily  reveal  the  essential 
principles underlying the enhanced MFE. Here we present an approximate, pared down model that 





A  simplified  intermolecular  radical  pair  reaction  scheme  is  shown  in  Supplementary  Fig.  D1a.  It 
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Supplementary  Figure  D1.  a)  Simplified  reaction  scheme  for  magnetic  field  effects  on 







  • 0[F] [F ] c     (5) 
we find: 
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      (8) 
where  [F]SS  is  given  by  Equations  (6)  and  (7)  for  the  prompt MFE,  χp,  and  the  delayed MFE,  χd, 
respectively. kB is the field‐induced change in kB. Combining Equations (6), (7) and (8) gives: 
         
D E E P 0 R B E
2






Pk k k k k c k k k









Since  kD  and  kF  are  assumed  small  compared  to  the  other  rate  constants,  Equation  (9)  can  be 






     (10) 
where     R 0 E P/r k c k  and   E E B/E k k k    denotes the quantum yield for the formation of free 







Amplified MFEs  can  also occur  for  radical pairs  formed  intramolecularly  in  a photocycle  in which 
there are no bimolecular recombination reactions. A bare‐bones reaction scheme that qualitatively 








       (11) 
where   P P B 0/ ( )k k k B   . Note that when kF = kD = 0, the MFE is  p B B/k k   . For an experiment 
that detects the fluorescence of the electron acceptor, F (see Supplementary Fig. D2a), Equation (11) 
is applicable when the photoexcited state of F is swiftly quenched in the state F–D•+, e.g. by energy 
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and significant MFE enhancement results for f > 1. If the fluorescence quantum yield  is reduced by 































A significant  reaction pathway  for  the neutral  flavin semiquinone radical  is  the  thermodynamically 
favourable  disproportionation  reaction  to  form  the  fully  oxidized  and  fully  reduced  forms  of  the 
flavin: 














  2 2FH  O F  O  H· ·- ++ + +  .  (15) 
However, oxidation of FH·  radicals by the superoxide ( 2O·- ) formed in (15),  
  2 2 2FH  O H F  H O· ·- ++ + + ,   (16) 
occurs much more  rapidly  (
2O
k    ≈  1  ×  108 M−1  s−1), meaning  that  the  two  reactions  together  are 
autocatalytic.13 
The disproportionation and molecular oxygen reactions are obvious candidates  for MFE‐enhancing 











atmosphere  (Supplementary  Fig.  E2).  Consistent  with  the  above  interpretation,  we  found  an 
increased amplification factor (E)  in the absence of oxygen because of the reduced rate of removal 
of  flavin  radicals  (kF).  The  absolute  amplitude  of  the  prompt magnetic  field  effect  is  also  slightly 
higher, probably due to a longer radical pair lifetime. De‐oxygenation has an impact at several points 
in the photocycle (unlike, for example, adding TCEP whose only significant effect is to accelerate the 
reduction  of  the  donor  radical).  In  the  absence  of  oxygen,  flavin  triplets  accumulate  leading  to 
triplet‐triplet  annihilation  (T1  +  T1   S1  +  S0)  and  delayed  fluorescence  (S1   S0  +  hF)  which 
complicates matters considerably. Additionally, in the absence of oxygen, the flavin radicals are very 
long  lived  meaning  that  there  is  a  much  greater  depletion  of  the  ground  state  reactants  and 
consequently weak fluorescence from the desired route (S0 + h   S1; S1  S0 + hF). In short, the 















in which  the  light  intensity was  periodically  adjusted  (in  the  absence  of  a magnetic  field)  as  an 
alternative  way  of  shifting  the  position  of  the  photo‐stationary  state  (Supplementary  Fig.  F1a). 
Attenuation of the  light  intensity was achieved by square‐wave, on‐off modulation of the 350 mW 
laser output varying the duty cycle to obtain the reduced intensities (80%, 70%, 60%, 50% and 20%) 
shown  in  the  figure.  When  the  light  intensity  was  abruptly  reduced,  a  prompt  fluorescence 
component was observed followed by a slow delayed component. This is reproduced by simulations 































8.  Holzer W.,  Penzkofer A.,  Fuhrmann M. & Hegemann  P.  Spectroscopic  characterization  of 
flavin  mononucleotide  bound  to  the  LOV1  domain  of  Phot1  from  Chlamydomonas 
reinhardtii. Photochem. Photobiol. 75, 479‐487 (2002). 
9.  Maeda  K.,  et  al.  Magnetically  sensitive  light‐induced  reactions  in  cryptochrome  are 
consistent with its proposed role as a magnetoreceptor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 109, 4774‐
4779 (2012). 
10.  Miura T., Maeda K. & Arai T. Effect of coulomb  interaction on  the dynamics of  the  radical 
pair in the system of flavin mononucleotide and hen egg‐white lysozyme (HEWL) studied by 
a magnetic field effect. J. Phys. Chem. B 107, 6474‐6478 (2003). 
11.  Tsentalovich Y. P., Lopez  J.  J., Hore P.  J. & Sagdeev R. Z. Mechanisms of reactions of  flavin 
mononucleotide  triplet  with  aromatic  amino  acids.  Spectrochim  Acta  A  58,  2043‐2050 
(2002). 
12.  Massey V. Activation of molecular‐oxygen by  flavins and  flavoproteins.  J. Biol. Chem. 269, 
22459‐22462 (1994). 
















mechanism  is  thought  to operate  in  flavoproteins  in  the  retina. We demonstrate  that  the primary 
magnetic  field  effect  on  flavin  photoreactions  can  be  chemically  amplified  by  slow  radical 
termination reactions under conditions of continuous photoexcitation. 
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